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Abstract 



This invention is a recombinant DNA molecule for expression of HIV-1 gag precursor protein in eukaryotic 
cells which comprises the HIV-1 gag coding region and regulatory regions which allow for expression of the 
gag DNA when said DNA is used to transform eukaryotic host cells. Also described are methods for 
producting HIV-1 gag protein, method for producing a recombinant DNA molecule, and the HIV-1 gag 
protein product produced by host cells transformed with the recombinant DNA described in the instant 
application. 
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I'expression de la proteine precurseur gag du virus de i'immunodeficlence. 
Arrisre-plan de I'lnvention 



•e aoquise (SIDA) et des desordras qui y sont apparentes. b_. _ „,„ „ 

Retrovirldae. II axista differents isolate de HIV parml lesquels le virus T-lymphotroplqua hu,„»„, „~ n „ , , 
(HTLV-III), !e virus d8 la lymphadenopathie (LAV) et ies retrovirus associes au SIDA (ARN) qui ont ete groupes 
dans le type 1 . Les virus associes a la deflclence Immunitalre oomprannent HIV dB type 2 dont I'assoolatlon au 
SIDA en Afrique oooldentale a ete recemment mlsa en evidence. D'autres virus da la deflcienoe Immunitalre 
comprannent les virus SIV (virus du singe) tals que SIV™,-BK28. 

La caraeterisation moleculalre du genome de HIV a damontre qua le virus possede la meme organisation 
dSreTrlfrovlrus ?™ fTa^n^T'rtV^" 1 ' " m °' nS 5 3i ™ S " 6 Se r *! ^ ° uv9n, P 38 dans 

("core"), P 17, p24 et p16 q"uTiont generaeFpar divage d 9 'une proteine precurseur gag de 55 kilodaltons U par e |a 
protease de HIV. La protease est encodee par le gene pol. 

Des rapports recents ont montre que des anticorps aux protelnes gag de HIV. p17, p24 et p16 sont presents 
dans les sera humalns d'indlvidus Infectes aux Etats-Unis d'Amerique et en Europe et que les anticorps 
apparaissent rapidement apres infection. La presence de ces anticorps decline au fur et a mesure que 
I'indlvidu progresse vers le SIDA. 

La proteine gag p17 avec sa localisation submembranaire (Gelderblom et al, Virology 156 :171 (1987) est 
bien positionne pour etre en contact strait avec la proteine transmembranalre gp41 et la membrane virale. Elle 

""' ' '• lentdeeonformatl ' ■ 

re que gagp17ai 



le infection prlmalre, tels que via 




preourseur gag dans i 

a une rfegion de regulation qui fonctionne dans 

Des aspects volsins de oette invention sont des cellules notes oompre'nant la molecule d'ADN i 
et leurs cultures. 

D'autres aspects de cette Invention sont la proteine preourseur gag produlte par les cellules hotes de 
I invention, y compris une particule comprenant la proteine preourseur gag semblable au "core" de HIV. 
D'autres aspects encore de cette Invention sont un proced6 pour produire la molecule d'ADN recombinant 



I'lnvention ainsl que las compositions et methodes qui s'y rattau „„.. 

Ces aspects de I'lnvention et d'autres encore sont amplement decrits dans la description et 
qui suivent. 



II a maintenant ete trouve que la proteine preourseur retroviral gag peut etre exprimee dans des cellules 
eucaryotes recombinantes et qu'une telle expression peut resulter en une production de I'entierete de la 
prot6lne preourseur gag sans I'usage de sequences d'ADN pel et sans I'usage de sequences 5' non traduites. 
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rale se forme autour des particules du "pre-core" ou du "core". Cornme le montrent les Exemples 
ol-apres, le precurseur gag de HIV exprlme dans des cellules recombinantes de Lepldopteres en utillsant un 
systeme d'expresslon Baculovlrus forme en majeure partle des agregats ou des paquets sous forme de 
particules qui ont des proprietes physiques et blologlques et des dlmen 



de manlere predominate la protelne precurseur gag (plus de 90 % des protelnes 
presentes dans les par tlcules. Elles sont reconnues apres un bref traitement avec du Triton X100 par des 
antioorps monoclonaux (MABs) antl-p17, MABs antl-p24 et MABs antl-p16 en plus de leur reconnaissance par 
des antfcorps polyclonaux anti-gag provenant de sera de patients Infectes. Les particules, parce qu'elles sont 
preparees par techniques d'ADN recombinant oomme decrit ici, sont depourvues des fonctions vlrales 
requises pour la maturation et la replication du virus, speclalement de I'ARN viral et, de pr6ference, egalement 



gag par introduction dans les cellules de la molecule d'ADN recombinant de Invention. La molecule d'ADN 
' ,K: — * de 1'invention comprend une region codant pour la proteina precurseur gag liee de maniere 
un element de regulation qui fonotlonne dans les cellules notes choisies. Sous un aspect de cette 
I a ete trouve que d'autres fonctions de HIV ne sont pas requises pour I'expression de la protelne 
precurseur gag et pour la formation de la particule ressemblant au 'pre-core'. Les sequences d'ADN codant 
pour d'autres fonctions, p.ex. pour des fonctions d'ampliflcatlon, fonctions dB marqueurs de selection ou de 
maintenance peuvent egalement etre assoclees a la molecule d'ADN recombinant de Invention. 

Une region d'ADN codant pour ia protelne precurseur gag peut etre preparee de n'lmporte lequel des 
differents clones genomlques d'lsolat Infectieux du virus de I'immunite deficitaire rapportes dans la lltterature 
Voir, par example Shaw et al., Science 226 :1165 (1984); Kramer et al. Science 231 :1580 (1986) 



Alternativement, un clone gSnomique du virus da , - r . _. ... ... 

specimens cllnlques par technique de clonage d'ADN standard. Voir, par example, Gallo et al., Brevet 
4 520 113 des Etats-Unis d'Amerique; Montagnier et al„ Brevet 4 708 818 des Etats-UnSs d'Amerlque. Ayant 
clone un fragment du genome qui comprend la region codante gag, une region qui code seulement pour le 
precurseur gag peut aire preparee par restriction de t'ADN de manlere a Isoler une portion de la region 
codante de I'ADN et reconstruction des portions restantes par I'utlllsatlon d'ollgonucleotidBS synthetlques, 
comme dScrit dans les Exemples ci-apres. Altematlvement, un fragment plus important comprenant la region 
codante gag ou des sequences addltlonnelles peut etre coupe par I'utilisation d'exonucleases. Dans un autre 
precede alternatif encore, I'entlerete de la region codante peut etre synthetlsee en utillsant des synth6tiseurs 
d'ADN automatises standard par la synthase de fragments de ia region codante et en les liant ensemble pour 
former une region codante complete. Bien que I'usage d'une sequence codante depourvue des sequences 
flanquantes naturelles presentes en 5' et en 3'soit prefere, la fusion de la sequence 
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1 ATG GGT GCG AGA GCG TCA GTA TEA AGC GGG GGA GAA 3 6 
Met Gly Ala Arg Ala Ser Val Leu Ser Gly Gly Glu 

5 37 TTA GAT CGA TGG GAA AAA ATT CGG TTA AGC CCA GGG 72 
Leu Asp Arg Trp Glu Lys He Arg Leu Arg Pro Gly 

73 GGA AAG AAA AAA TAT AAA TTA AAA CAT ATA GTA TGG 10B 
Gly Lys Lys Lys Tyr Lys Leu Lys His He Val Trp 

109 GCA AGC AGG GAG CTA GAA CGA TTC GCA GTT AAT CCT 144 
15 Ala Ser Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Val Asn Pro 



145 GGC CTG TTA GAA ACA TCA GAA GGC TGT AGA CAA ATA 180 
^ Gly Leu Leu Glu Thr Ser Glu Gly Cys Arg Gin He 

181 CTG GGA CAG CTA CAA CCA TCC CTT CAG ACA GGA TCA 216 
Leu Gly Gin Leu Gin Pro Ser Leu Gin Thr Gly set 

S5 

217 GAA GAA CTT AGA TCA TTA TAT AAT ACA GTA GCA ACC 2B2 
Glu Glu Leu Arg Ser Leu Tyr Asn Thr Val Ala Thr 

SO 253 CTC TAT TGT GTG CAT CAA AGG ATA GAG ATA AAA GAC 288 
Leu Tyr Cys Val His Gin Arg He Glu Ha Lys Asp 

x 289 ACC AAG GAA GCT TTA GAC AAG ATA GAG GAA GAG CAA 324 
Thr Lys Glu Ala Leu Asp Lys He Glu Glu Glu Gin 

325 AAC AAA AGT AAC AAA AAA GCA CAG CAA GCA GCA GCT 360 
40 Asn Lys Ser Lys Lys Lys Ala Gin Gin Ala Ala Ala 

361 GAC ACA GGA CAC AGC AGT CAG GTC AGC CAA AAT TAC 39 6 

397 CCT ATA GTG CAG AAC ATC CAG GGG CAA ATG GTA CAT 432 

433 CAG GCC ATA TCA CCT AGA ACT TTA AAT GCA TGG GTA 468 
Gin Ala lie Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp Val 

55 467 AAA GTA GTA GAA GAG AAG GCT TTC AGC CCA GAA GTA 504 
Lys Val Val Glu Glu Lys Ala Phe set Pro Glu Val 

m 505 ATA CCC ATG TTT TCA GCA TTA TCA GAA GGA GCC ACC 540 
He Pro Met Phe Ser Ala Leu Ser Glu Gly Ala Thr 
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541 CCA CAA GAT TTA AAC ACC ATG CTA AAC ACA GTG GGG 576 
Pro Gin Asp Leu Ash Thr Met Leu Asn Thr Val Gly 

577 GGA CAT CAA GGA GCC ATG CAA ATG TTA AAA GAG ACC 612 
Glv His Gin Ala Ala Met Gin Met Leu Lys Glu Thr 

613 ATC AAT GAG GAA GCT GCA GAA TGG GAT AGA GTA CAT 648 
lie Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His 

649 CCA GTG CAT GCA GGC CCT ATT GCA CCA GGC CAG ATG 684 
Pro Val His Ala Gly Pro lie Ala Pro Gly Gin Met 

685 AGA GAA CCA AGG GGA AGT GAC ATA GCA GGA ACT ACT 720 

Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp He Ala Gly Thr Thr 

721 AGT ACC CTT CAG GAA CAA ATA GGA TGG ATG ACA AAT 756 
Set Thr Leu Gin Glu Gin He Gly Trp Met Thr Asn 

757 AAT CCA CCT ATC CCA GTA GGA GAA ATT TAT AAA AGA 792 
Asn Pro Pro He Pro Val Gly Glu He Tyt Lys Arg 

793 TGG ATA ATC CTG GGA TTA AAT AAA ATA GTA AGA ATG 828 
Trp He He Leu Gly Leu Asn Lys He Val Arg Met 

829 TAT AGC CCT ACC AGC ATT CTG GAC ATA AGA CAA GGA 864 
Tyr Ser Pro Thr Ser He Leu Asp He Arg Gin Gly 

865 CCA AAA GAA CCT TTT AGA GAC TAT GTA GAC CGG TTC 900 
Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe 

901 TAT AAA ACT CTA AGA GCC GAG CAA GCT TCA CAG GAG 936 
Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu Gin Ala Ser Gin Glu 



937 GTA AAA AAT TGG ATG ACA GAA ACC TTG TTG GTC CAA 972 
Val Lys Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gin 
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r Phe Arg Sec Gly Val Glu 



1441 ACA ACA ACT CCC CCT CAG AAG CAG GAG CCG ATA GAC 1476 
Thr Thr Thr Pro Pro Gin Lys Gin Glu Pro He Asp 



A TCA CTC 1512 



7 AAG GAA CTG TAT CCT TTA ACT TCC CTC A 
Lys Glu Leu Tyr Pro Leu Thr Sec Leu A 

3 AAT GCG AAC CCA GAT TGT AAG ACT ATT TTA AAA GCA 1 
Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr He Leu Lys Ala 



1045 GCA TGT CAG GGA GTA GGA GGA CCC GGC CAT AAG GCA 1 
Ala Cys Gin Gly Val Gly Pro Gly Gly His Lya Ala 



1117 ACA GOT ACC ATA ATG ATG CAG AGA GGC AAT TTT AGG 1152 
Thr Ala The He Met Met Gin Arg Gly Asn Phe Arg 

1153 AAC CAA AGA AAG ATG GTT AAG TGT TTC AAT TGT GGC 1183 
Asn Gin Arg Lys Met Val Lys Cys Phe Asn Cys Gly 

1U9 AAA GAA GGG CAC ACA GCC AGA AAT TGC AOS GCC CCT 1224 
Lys Glu Gly His Thr Ala Arg Asn Cys Acg Ala Pro 

1225 AGG AAA AAG GGC TGT TGG AAA TGT GGA AAG GAA GGA 1260 
Arg Lys Lys Gly Cys Trp Lys Cys Gly Lys Glu Gly 

1261 CAC CAA ATG AAA GAT TGT ACT GAG AGA CAG GCT AAT 1296 
His Gin Met Lys Asp Cys Thr Glu Arg Gin Ala Asn 

1297 TTT TTA GGG AAG ATC TGG CCT TCC TAC AAG GGA AGG 1332 
Phe Leu Gly Lys He Trp Pro Sec Tyr Lys Gly Arg 



S CCA CCA TTT CTT CAG AGC AGA CCA GAG CCA A 
a Pro Pro Phe Leu Gin Ser Arg Pro Glu Pro T 



de cellules euoaryotes et de systemes d'expresslon sort disponibles pour I'expresslon de 
« que I'inventlon ne leur soit pas limltae. De maniere typlque, oes systems 
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opSratoIre a un eii 

maintenance comma une origlne de r6| 
regions d'ADN qui comprend las fonctli 

>n de regulation comprend un promoteur pour fixation de polymerase d'ARN et 



Parmi les cellules d'insectes qui peuvent 6tre utlllsees dans I'inventlon il y a les cellules de Drosophiles et 

de Drosophiles utiles II y a les cellules S1, S2.r"-"'" ~ •»-• "-- - 

nbrvol. Exp. Morph. 27 :353 (1972); Schulz et 
ioi Cell Bi = ~ " 



i Bull. NR 1555 , Mai, 1987. 

is cellules de Trichloplusia nl , Spodoptera Fruglperda , 
>u, Gallerla melonella , Mandica Sexta ou autres cellules 



une variete de milieux nitrltlfs, y comprls, p.ex., le milieu M3 qui cc 
essentlels et de sels equlllbres. Voir Undqulst, PIS 58 :163 (1982). 

Parmi les promoteurs connus pour etre utiles chez les Drosophiles, II 
mammiferes aussi bien que les promoteurs de Drosophiles, ces dernlers etant pref6res. Comme exemples de 
promoteurs de Drosophiles utiles II y a le promoteur de metallothioneine de Drosophlle, le promoteur de la 
proteine de choc thermlque 'heatshock' de 70 kilodaltons (HSP70) et le LTR COPIA. Voir, par example, Di 
Nocera et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 :7095 '1983); McGarry et a!., Cell 42 :903 (1985). En pratique, une 
cassette d'expression comprenant la sequence codant pour gag et un element de regulation paut Stre clone 
dans un vecteur de clonage bacterien dans le but de propager I'ADKI avant la transfection des cellules 

Dans les agents preferes de cette Invention, le precurseur gag de HIV est exprlme dans des cellules de 
Lepidopteres pour produlre des particules gag Immunogeniques. Pour I'expression de la proteine precurseur 
- —'"re LrtHlser un systems d'expression Baculovirus. Dans un tel 
' " ilement de regulation est 
ur recombinant est alors 

cotransfectt dans des cellules de Lepidopteres avec de I'ADN d'un type de Ba 
recombinants resultant da la recombinaison homologue sont alors seleotionnes et purifies si 
et al., TAES Bull. Nr — " 
Parmi les cellules de Lepidopteres utiles, II y a " 

us de polyhedrose nucleaire (VPN), les virus a 
nucFeoca'pside unique (VNCU). Les Baculovirus preferes sont VPN ou VNCM pares qu'ils contiennent le 
promoteur du gene de polyhedrine qui est fortement exprime dans les cellules infectees. Partlculierement 
exempllfie cl-apres est le virus VNCM de Autographies callfornlca (AcVNCM). Cependant, d'autres virus 
VNCM et VNCU peuvent egalement etre employes comme le virus du ver a sole, Bombyx morl . Les cellules de 
Lepidopteres sont co-transfectes avec de I'ADN comprenant la cassette d'expression de I'invention et avec 
I'ADN d'un Baculovirus infectleux par techniques de transfection standard, comme expose plus haut. Les 
cellules sont cultivees suivant les techniques de culture cBllulaire standard dans un bon nombre de milieux 
nitrltlfs, y compris, par exemple, TC100 (Gibco EuropB; Gardiner et al., J. Inverteb. Pathol. 25 :363 (1975) 
addltlonne de 10 <Vo de serum foetal de veau (SFV). Voir Miller et al., dans Setlow et al. ed„ Genetic 
Engineering : Principles and Methods , Volume 8, New York, Plenum, 1986, pages 277-29B. 

La production dans les cellules d'insectes peut egalement etre effectuee par Infection de larves d'insectes. 
Par exemple, le precurseur peut etre prodult dans des chenilles de Trichoplusla nl en continuant a donner 
comme nourrlture le Baculovirus recombinant aveo des traces de Baculovirus de type sauvage et en extrayant 
ensulte le precurseur gag de rhemolymphe apres environ 2 jours. 

Parmi les promoteurs utilisables dans les cellules de Lepidopteres II y a les promoteurs d'un genome de 
Baculovirus. Le promoteur du gene de la polyhedrine est prefers pares que la proteine polyhedrine est 
naturellement sur-exprimee par rapport aux autres protelnes de Baculovirus. On prefers le promoteur du gene 
de polyhedrine du virus AoVNCM. Voir Summers et al., TAES Bull. Nr 1555 , Mai 1987; Smith et at., 
EP-A-127839, Smith et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 :8404 (1985) et Cochran EP-A-228036. 

Pour I'expression dans des cellules de mammiferes, la cassette d'expression est, de la meme maniere, 
donee dans un vecteur de clonage et alors utilises pour transfecter les cellules de mammiferes. Le vecteur 



stion G 418. D'autres fonctions, telles que pour 
I'augmentatlon de la transcription peuvent egalement #tre employees. D'autres fonctions encore peuvent etre 
comprises dans le vecteur pour une stablllte de la maintenance episomale, si on le desire, telles que les 
fonctions de maintenance du virus du papilloma bovin. Le vecteur celluialre de mammifire peut egalement etre 
un virus recombinant, comme un recombinant de la vaccine ou d'autre pox virus. Voir, p.ex., Paoletti et al., 
brevet 4-603 112 des Etats-Unls d'Amerique; Paoletti et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. 81 :193 (1984). 

Parmi les cellules de mammiferes qui sont utiles il y a les cellules de I'ovaire de hamster chinois (CHO), 
NIH3T3, COS-7, CVI, du myeiome de la sourls ou du rat, HAK, Vera, HeLa, les cellules dlploTdes humalnes, 
comme MRC-5 et W138 ou les lignGes cellulaires du lymphone du poulet. La transfection et la culture cellulaire 
sont effectues par techniques standard. La production dans les cellules de mammiferes peut egalement etre 
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rs de ggines Initlaux et tardlfs, le promoteur de la . .. ._. 

viraux comme le LTR du saroome de Rous, le LTR du virus du saroome de Moloney ou le LTR du virus de la 

* '"~e de la souria (VTMS) ou le promotsur tardrf principal de ['adenovirus et les promoteura 

Jn virus hybride BK et le promoteur tardrf principal d'adenovirus. La region de regulation p B ut 
egalement comprendre des fonctions en aval, comme des fonctions pour I'adenylation ou d'autres fonctions. 



.js, Candida et Saccharomyces . La levure h6te preferee 
re utiles, il y a le promoteur inductible de cuivre (CUP1), 
'■" ' " ! ' * ' *-re PH05 et ARG3. Voir, par 



Dans le cas de particules de proteins precurseur gag pn 
bien qu'on prefers des particules comprenant le precurseur gag, on 

contenant des derives du precurseur gag natlf. Par example, un ou ______ 

indiqu.s dans la sequence cl-dessus peuvent etre supprim6s, substitu<_s ou ajoutfes sans attecter 

s epitopes gag 
; a des particules 
amines provenant d'autres 
de HIV, n'encodent pas d'autres fonctions de 
la fonction transcriptase Inverse. De plus, de tels derives 
' des particules en culture de cellules d'insectes comme II est decrit id. Dans cs 
port-be de I'homme du m_.tler de preparer des particules gag qui comprennent des protelnes 
I un ou plusleurs epitopes supplement-tires aux Epitopes gag. De tels epitopes supplementaires 
peuvent etre d'origlne HIV ou derives d'autres organlsmes pathog_>nes, p.ex. virus de I'hepatlte B ou virus de" 

La proline prtcurseur gag est exprlmee dans la forme liee a la membrane (particules et aims de particules 

'-- J " membranes). Elle est isoleo du milieu conditionnfe par techniques standard d'isolemenf 

es prateines. On peut ajouter des detergents afln de llb_.rer la protelne du " 
le la cellule. Apres traitement aveo un detergent, p.ex. du Triton X100, un Tween o. 
■~ "-m (SDS), la proline ou le' 





js particules immunogenes en absence d'autres fonctions 
jr gag est exprim_> et purlfl*. sous forme non-particulaire, il pBut 
. omme il a ete montrfe quB c'est le cas pour I'antigene de surface de 
I'hepatite B apres expression dans la levure. Voir, p.ex„ EP-A-1354" ~ " 
precurseur gag sont comprises dans la pottee de celts invention. 
- — * urgagdeHIVet 




es vaccins pour la prevention de ['Infection ou pour ('Inhibition ou la prevention d't 



Exemple 1. Construction du Vecteur 

pRIT1__982 (DT 12-16) est un vecteur qui compr end une sequence de 1305 paires de bases (pb) codant pour 
la r-gion N-terminale de la protelne precurseur gag. II a ete pr&part par ligation d'un fragment Clal-Bglll de la 
60 rtgion codant pour la proteine prScurseur gag d6rlv$e d'un clone genomique de HIV (Shaw et al. Science 
2!6:1165 (1984) avec un oligonucleotide synthetique ayant la sequence codante N-terminale de la proteine 
precurseur gag. ^oligonucleotide a la s6quence : 
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5' C ATG GGT GOT AGA GOT TCC GTG TTG TCC GGT GGT GAA TTG GAT 3' 

CCA CGA TCT CGA AGG CAC AAC AGG CCA CCA CTT AAC CTA GC 
Ncol Clal 

PRIT12983 est un vecteur qui comprend une region de 250 pb qui code pour la portion C-terminale de la 
proteins precurseur gag. II a ete prepare par ligation d'un fragment Bglll-Maelll de la region oodant pour le 
precurseur gag derivee d'un clone genomlque de HIV avec un oligonucleotide synthetlque ayant la sequence 
codante C-terminale de la proteine precurseur gag. [.'oligonucleotide a la sequence : 

STOP 

5' G RCA CAA TAA AGA TAG GAT CC 3' 
TT ATT TCT ATC CTA GGA GCT 
Maelll Xhol 



Le fragment BamHI(Nool)-Bg1ll de 1305 paires dB bases (pb) a ete lie au fragment Bglll-TAA-BamHI-Xhol de 
250 pb provenant de pRIT 12983 dans pUC12 qui avait ete prealabiement coupe avec BamHI et Sail. Le 
plasmide resultant, identlfle comme pRIT13001 contient par consequent I'entlerete de la region codant pouria 
proteine precurseur gag sur une cassette BamHI(Ncol)-BamHI. 

Un vecteur d'expression de baoulovlrus a ete prepare en inserant le fragment BamHI provenant de 
pRIT13001 au site BamHI de pAC373. Voir Smith et at,, Proc. Natl. Acad. Scl. USA 82 :6404 (1985). pAC373 est 
un vecteur de transfert de Baculovirus contenant un gene de polyhedrine modifie dans lequel un gene 
etranaer neut etre clone a un site BamHI et exprime sous le contr6Ie du fort promoteur de la polyhedrine. Voir 

grlcultural Exp. Station Bulletin NR 1555 [Mai 1987). U~ -• 

' en amont du promoteur de la polyhedrine a Sgalem 

ificafion ne s'est pas averee aff ecter In vitro I'expreL rr . 

)n de la sequence codant pour gag dans ie vectBur de Baculovirus a 
ie pRlT13003. 

■■ — ligation du fragment BamHI de 

J.Mol.Appl. Genet. 1 :384 (1982). 

,gment Ncol-Bglll a ete isole de 

, .. ._. _ en aval du promoteur ARG3 [voir Cabezon et al.. Proc. Natl. 

Acad. Scl. USA 81 :6594 (1984) pourdonner naissance au vecteur pRIT129a4 (DT14-20). La portion C-terminale 
de la proteine precurseur gag a ete isolee de pRIT1 2983 sous forme d'un fragment Bglll-BamHI et a ete Insert 
au site Bglil de pRtT12984 pour donner le vecteur de levure pRIT12985 (DT16-26). pRfT12985 comprend done 
une sequence codant pour I'entlerete du precurseur gag, depourvue d'autres sequences de HIV, liee de 
maniere operatoire au promoteur ARG3. De plus, II cc 
vecteur de 2 microns de la levure et le gene URA3 cc 

Exemple 2. Expression dans les cellules d'insectes. 

Des Baculovirus recombinants transfectes avec pRIT130O3 ont ete prepares er 
par Summers et al., TAES Bi " "" ' ' " " * ' 



utilisant les partlcules virales qui comprennent a la fois de I'ADN de AcNPV et de I'ADN re. 
encodant la proteine precurseur gag p55 a donne des cellules exprimant la proteine gag p55 au lieu de la 
proteine polyhedrine. 

Les "plaques claires* (frequence 0,1 - 0,01 <Vb) obtenues dans I'essai sur plaque ont ensuite ete crlbl^es par 
hybridation sur filtre avec une sonde specifique pour gag. Les plaques qui s'hybridaient a la sonde gag ont fete 
enregistrees et ensuite purifiees (sur plaque) (2-3 fois) avant de generer un stock de virus; le stock de virus a 
alors ete teste par ELISA. Des cellules da S.f. ont aiors ete Infectees avec oes stocks de virus contenant du 
gag recombinant 4 un facteur de multlplicite defection (FMI) de 1-10 et, apres 24 hres, 48hres, 3 jours et 5 
jours, des ailquo tes de milieu condltlonne (sumageant) et/ou de cellules ont ete traitees avec du Triton X100 
jusqu'a concentration finale de 1 «/o et testees. 

La prot6ine precurseur gag synthetlsee dans les cellules d'insecte infectees a ete observee dans des 
"Western blots" en utilisant des antlcorps poiyclonaux p55 ou de I'antlserum provenant d'un pool de patients 
SIDA (Zaire). Une bande predominante a un poids moleculalre (PM) de 54 kllodaltons (kd) a ete observee aveo 
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ra polyclonals de p55. Une bands a un PM da 54 kd a egalement ete 
ine apres 48 heures, 3 Jours et 5 jours. Dos bandes a un PM de 49 kd et 
jn PM de 47 kd (mineure) et une bande a un PM de 30 kd ont pu egalement etre detectee lors de I'analyse 




P24etp55. 

Dans ['experimentation d'un troisieme assai, la centrifugation ( 1ml) des mlllBux conditlonnes da 48 
heures, 3 jours et 5 Jours, dans une mlcrofuga a 12000 tpm pendant 5 a 20 minutes, a prodult une bande sur 
gels de SDS a un PM de 55 kd qui etalt caracteristique pour le preourseur gag p55 de - 
des antioorps contre les polypeptides p17, p24 et p55 par comparaisor - - - ■ ■ 
de HIV (Molt/HTLV-llt). 

Dans I'experimentatlon d'un quatrteme assal, des milieux conditlonnes de 3 Jours et de 5 jours (150 ml a 1 
litre, contenant 1 ug/ml d'aprotlnlne qui avait ete ajoutee 24 heures apres infection et egalement au moment 
de la recolte) ont ete traites d'abord par addition de Tween 20 jusqu'a une concentration finale de 0,01 °/o. On y 
a alora ajoute une solution de polyethylene glycol, PM 6 kd, (PEG6000) (40 Qfo p/v dans NaCi 2M) Jusqu'a 
concentration finale de10 % ou 5 o/o. Apres 4 heures 4 0° C, de preference, apres une nuit a 4° C, ce preclpite 
a ete centrifugfi a 5000 tpm pendant 10 minutes a 4° C. Les granules de PEG ont alors ete repris dans 200 ul 
jusqu'a 1 ml de tampon HBS (Hanks balance en sels, Flow Laboratories, 18-102-54) contenant 0,1 o/ode Tween 
20 et centrifuges en gradient de saccharose (20 % - 60 % dans du tampon HBS, 0,1 »A de Tween 20 a 4° C 
contenant 10 jil d'aprotlnlne, Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri, USA) pendant environ 35m!nutes a 
50.000 tpm dans un rotor Beckman TLA100 (Beckman Instruments, Fullerton, California, USA) a 4° C ou 
pendant 18 heures environ 425000 tpm dans un rotor Beckman SW41 44° C. On a recuellll des frac tions de, 
respectivement, 0,2 4 0,5 ml de la zone d'environ 40 50 o/o de saccharose; ces fractions ont ete congelees 4 
-20° C et testees soit aveo une prise d'antigene spaciflqua pour test ELISA comme de I'antiserum biotinyle 
-24/lg SIDA ou antiserum SIDA/lg de noyau de POD [HIV-1 anticore EIA, Abbott Laboratories). Un pic OD 
ELISA a ete detect*, montrant que, sur gradients de saccharose, la proteins gag p55 migrait sous forme de 
particules ou de 'structures agglomerees". Les fraction des pics et les fractions volslnes ont ete 
immunotransferees et revelees avec des antioorps p17, p24 ou p55. Une bande principale a PM de 55 kd dans 
les gels SDS-reducteurs a ete detectee, correspondant a la protelne preourseur gag p55 par comparison 
avec un extralt de cellules MolLHILV-lll prepares, en substance, comme dec* plus haut. 

s I'experimentatlon d'un cinquleme essai, un preclpite obtenu avec 5 Vo de PEG6000 a ete prepare, en 
ince, comme decrit pour ('experimentation d'un quatrteme essai au depart de 150 ml d'une culture de 
S.f. qui avalt ete co-infectee avec le Baculovirus recombinant contenant le preourseur gag et aveo un 
Baculovir.us qui exprimalt la proteine de manteau de HIV a un FMI de 3 4 5. Les granule de PEG6000 ont ete 
repris dans 200 uJ de tampon HBS contenant 0,1 W de Tween 20. Apres centrifugation 4 15000 x g pendant 1 
mln., le surnageant a ete melange 4 1 1 ,5 ml d'une solution de CsC1 1 JS M (0,3 volume de tampon HBS, 10mM de 
Tris-HCI (pH 8,0), de tetraacetate d'ethylenediamlne (EDTA) 1 mM, de Tween 20 4 0,1 % et 10 ug/ml 
d'aprotinine. Cette suspension a ete centrifugee dans un rotor Beckman 50TI pendant environ 72 hres 4 44.000 
tpm 4 18°. Des fractions de 300 ul chacune ont ete recuelllles, congelees 4 -20° C testees avec une prise 
d'antigene speclfique pour test ELISA (HIV antl core EIA). Des bandes 4 des densltes d'environ 1,28 et 1,20 
" *«-'-•••-• " ' iu "core" ayant apparemment une densite de 1,28 g/om 3 . 

semblant au "pre-core" (et core) dans 

. .. ile des particules qui, apparemment, 

bourgeonnaient 4 la surface des cellules. La microscople electronlque par transmission immuno-or a revele 
des particules qui etaient reconnues par les antioorps p24 et p55. De meme, les epitopes p17, p24 et p55 
etaient reconnues par marquage "immuno-or" apres un court traitement de particules purifiees avec du Triton 
X100, dans des preparations pour mlcroscopie electronique. Les particules 4taient approximativement 
sph4riques aveo un diamStre d'environ 100-150 nm. Les particules manifested des centres transparents aux 
electrons entoures d'un anneau opaque et une membrane exterieure et paralssent avoir la majorite des 
epitopes p17, p24 et p55 4 la surface Interne des partlculBS. 

C'est pourquoi oet exemple demontre I'expression de p55 et la formation par bourgeonnement de 
particules ressemblant au "pre-core" (et ressemblant au "core") de HIV oomprenant la protelne preourseur 
gag du virus de I'immunite deficltalre. Les particules comprerment da mantere preponderate (plus de 900>b du 
contenu protelnique total) l'enti4rete de la protelne preourseur gag et sort formees en absence de sequences 
d'ADN d'origine virale autres que la sequence du preourseur gag et, des lor 
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virales comma la protease et la transcriptase Inverse du retrovirus. 

Pour demontrer que la protelne precurseur gag de HIV produite dans des cellules de S.f. est efflcacement 
myristylee, 3 x 10 6 cellules dans un flacon F de 25 cm 2 ont ete marquees a 48 heures post infection avec500 
jiCI d'acide myrlstique NET-830 (Dupont, Wilmington, Delaware, USA) pendant 18 heures apres avoir ete 
infectees avec des baculovirus contenant gag pSS a un facteur de multiplicity d'lnfeotlon (FMI) de 5. 

blot" et une radioautographle sur gel de SDS. Le milieu conditlonne montrait una bande princlpale a 55 kd qui a 
egalement ete reconnue comme precurseur gag dans les "western blots" comme I'ont revile des anticorps 
contra p17, p24 et pS5. Deux autres bandes marquees molns importantes ont ete detectees a des PM de 
49-46-47 kd et ont ete reconnues speciflquement par le mSme groupe d'anticorps (p17, p24, p55> dans le 
"western blot". Des lysats oellulalres prepares dans du Triton X100 a 1 % et congeles a -20° C ont montre 
respectlvement par radioautographle du gel de Laemll a 12,5 °/o et "western blot" une bande a 55 kd (et une 
bande mineure a 58 kd qui, apparemment, correspondalt a un changement du phase de traduction, comme 



ur la technique de co-precipitation au phosphate de 
illules Cosl et CV1. A 48 hres et 110 hres apres hfe 

- m utilisantunELlSAspeclflque pour I'expression del 

gag. Des extraits cellulaires (1 0« cellules) ont ete ajustes a une concentration de 1 o/o en Trl ton X100 
DOC-NP40. L'antlgene p55 a ete detects par ELISA, Impliquant des anticorps polyclonaux et 
contre p17, p24 ou p55 ou en utillsant le test RIA de Dupont (NEK-040) impliquant une competition aveo le 
peptide p24 purffle. Les nlveaux d'expression obtenus etalent entre 4 et 10 ng/ml comme le montre le test RIA 
de Dupont de p24. 

Example 4. Expression ds 



utillsant des bllles de verre ou de la zymolyase. Le precurseur gagp55 a et6 detects en uti 

(RpdToupom*^ 

La proteine p55 synthetlsee dans S. cerevlslae a ete c ' 
anticorps monoclanaux speclflques pour p17 ou p24 et 
l'antlgene p65 obtenu de cellules Infectees par HIV. 

Lorsque des extraits cellulaires ont ete obtenus en absence de detergents, ut 
I'antigene etait ratenu dans le culot apres cantrifugatlon. Cette fraction d'antlgene a ete largement recuperee 
en utilisant du Triton X100. L'utillsation de detergents pendant ou apres ex" 



levure s'est revele myristyle et, apparemment, il etait associe avec la mambnane plasmatique de la cellule, 
comme le montre I'observation de coupes de levures au le microscope electronlque (Immuno-or). 

Les Exemples cl-dessus demontrent I'expression de la protelne precurseur gag dans une culture de 
cellules eucaryotes et la formation de particules ressemblant au "pre-core" du virus de I'lmmunlte deflcitaire a 
la surface des cellules de Lepldopteres en utillsant un systems d'expression Baculovirus. La proteine et/ou les 
particules alnsl preparees et purifiees et mises en formulation de vaccln pour administration parenteral a des 
humalnsen danger d'exposrtlon a HIV, en vue de proteger les vaccines de I'apparition de symptomes de 
maladle associee a une infection par HIV. Cheque dose de vaccln comprend une quantite de protelne ou de 
particules qui est sans danger, cad qui ne cause pas d'effets secondalres slgniflcatlfs mais qui est efficace 
pour I'inductlon d'une reponse immunitalre. Par exemple, chaque dose comprend de 1 a 1000 ug, de 
preference 10 a 500 ug, de proteine precurseur gag ou de particules dans un support pharmaceutlquement 
acceptable, p.ex. une solution aqueuse tamponnee a un pH d'environ 5 a 9, de preference de pH 6 a 8. Le 

vaocin peut egalement oomprendre un adjuvant, p.ex. de I'hydror J ~ J ' ' " 

une saponine comme le Oull A. Parmi ies tampons utiles, il y a 

:e, citrate, phosphate ou glutamate. Pour ajuster I'isotonicite oi 

. .. jpp 0r t s ou diluants pharmaceutlque— * - -* 

tol, de I'albumlno ou du polyethyleni 
je et de la manipulation. Un tel « 
administration. Alternativemerit, la proteine gag ou la parHcula peut Mre formulee en liposomes ou en ISCOMS 
par techniques connues. Une dose de vaooln exemplative comprend 100 jig de particules gag adsorbees sur 
hydroxyde d'alumlnium dans de I'eau tamponnee a pH 7 avec de I'acetate de sodium. 

Dans une forme alternative de I'inventlon, la proteine ou parttcule gag est melangee a un ou plusieurs autres 
antigenes par co-expression dans la meme culture cellulaire ou par co-formulation. De tels autres antigenes 
peuvent etre d'autres antigenes de HIV, p.ex. des antigenes derives de la proteine d'enveloppe, gp160 ou 
gp120 ou peuvent etre des antigenes derives d'un ou plusieurs autres organismes, cellules ou virus 
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ines, oomme I'antigene de surface de I'hepatlte B, pour conferer une protection ( 
te B ou des antlgenes derives de la grycoproteine du virus de ['Herpes pour confer- 
le virus de i'Herpes. 



gag peuvent etre utllisees dans tout test de 
ar la presence d'anticorps anti-HIV dans des 

contrSler la progression de la rnafad L'utiBsatlon e iaV°teCoTp^icule a^9co S 



fluide du corps avec la proteine ou la particule, de preference llee on 
test de fixation d'anticorps anti-gag du serum oi 
tei test peut etre realise par techniques standi 
marques subsequemment ajoutes. 
U description et les examples cl-dessus decrivent completement I'invention et 



plutat, comme toutes ses ameliorations, variations et modifications qui tc...__ _ , . „.. . _ 

revendlcations qui sulvent. 

Expressio n d'un Gene Pr55 gag mute 

emblage et la formation de particules GAG 
iu codon glycine (position 2). Dans ce but, 
... - ™„o., lu= „„ „„„.er oligonucleotldlque syn3 synthetique au fragment BamHI-Clal dans pRIT1298:> Ivnir 
Exemple 1). Syn3 encode les acides amines N-terminaux d'origine de la proteine GAG sauf en ce qui co 
le second codon glycine qui est supprime. Cette cassette d'expression du mutant Pr55™ a ete sous-...,.., 
au site BamHI du vecteur d'expression baculo pAcYMl et on a obtenu des plaques recomblnantes qui ont eti 
selectionnees essentiellement comme decrit dans I'Exemple 1. Le virus recombinant AcGag 31-18 qui 
>n (deletion du codon glycine) du gene gag a ete utilise pour infecter des cellules S.f. La 
ur GAG a ete synthetlsee de manlere efflcace (test ELISA). Un marquage metabolique avec 
stique, essentiellement comme decrit dans I'Exemple 2 n'a revele aucune Incorporation, ce 
la suppression de la glycine N-termlnale est suffisante pour abroger la myristyiatlon de la 
ur GAG. L'analyse des extraits cellulaires par Western blot (voir Exemple 1) a montre une 
-ite de 55 kd et des produits de degradation de poids moleculalres Inferieurs. Les especes 
as par Western blot sont les memes que dans le cas de la proteine Pr5S»»» de type sauvage 
exprimee dans les cellules S.f. Cependant, Jusqu'au Jour 2 post-Infection, la proteine mutee (deletion de la 
glycine) n'a pu etre detectee dans le milieu de culture, par precipitation au PEG ou par ultracentrlfugation, 
contrairemant a ce qui avait ete observe avec PrSS™ myristylee. La proteine Pr55™ mutee a done ete 
detectee seulement dans les cellules infectees. Le processus de myristyiatlon semble done requis pour la 
liberation extracellulaire du prodult Pr55=-». U microscopie electronique par balayage a revele que la surface 
de la cellule etait assez llsse et ne montrait pas de particules. La microscopie electronique par transmission, 
sur coupes minces Immunodecorees des cellules infectees avec du virus recombinant Ac gag 31-18 (Myr) 
"" '=--<>=•■— -es P .|.) a revele que la proteine GAG nc '- ' 



(AcGag7) ont ete observees. Elles montrent une doublB st 
contiennent pas de double couche llpidique derives de la 
pas observe de proteine GAG et on n'a observe aucune structure bourgeonnante. 

Ces resultats demontrent que la myristyiatlon des precurseurs GAG semble requlse pour leur localisation a 
la membrane plasmatique, pour le bourgeonnement et pour la liberation de particules extracellulaires. La 
myristylation ne paralt cependant pas requlse pour I'assemblage multfmerique en particules Pr55»"». 
L'accumulation de Pr55«»s non-myristyle dans le noyau (et les nucleoles) est un phenomene assez surprenant. 
Dans plusieurs proteines on a Identffie des sequences signal specifiques (signaux karyophiliques). Dans la 
sequence des acides amines GAG on a trouve deux sequences putatives de ce genre. Une sequence 
karyophilique (oelle qui est la plus N-termlnaJe) est fortement conservee entre HIV-1, HIV-2 et SIV. Ces 



La migration nucleate des produrts GAG non-myristyles pourralt jouer un rdle dans la morphogenese, pj 
pour I'encapsldatlon de I'ARN genomlque. Une fonctlon dans I'infection naturelle par HIV est egalemi 
envlsageable. II faudralt pour cela que les virions infectieux contiennent au molns une molecule GAG n 
~ *" " "" " etqu'ilaltete 
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Exemple 6, Construction st expression d'une proteins precurseur Prop™ 
Pour examiner le r6le de p16 (C-terminus) de la proteine precurseur G; 

tronque qui encode seuiement la partle precurseur p17-p24 de GAG. 
Le fragment BamHI-CM de GAG de pRST13003 a ete purlfle et lie a 



5' GGC CAT AAG GCA AGA GTT TTA GTT AGT TAG 3' 

3 , TA TTC CGT TCT CAA AAT CAA TCA ATC CTA G 5 ' 

Le fragment resultant a ete purifie sur gel et clone au site BamHI de pAoYMI. Cette sequence linker contient 
I'acide amine C-terminal de la p24 (BH10; aa 363 Ratner et al.) et deux acides amines supplSmentaires (valine 
et serine). Le plasmlde recombinant pAc Cfr I (p17-p24) a ete utilise pour co-transfecter des cellule's S.f. avec 
de I'ADN vrt de AcMNPV, essentlellement comma decrtt plus haut (voir Exemple 1). Les plaques 
recombinantes ont ete criblees comma decrit dans I'Exemple 1. 

Un virus Ac CM recombinant a ete utilise pour infecter des cellules S.f. Ur 
detects au poids moleculaire attendu de 41 Kd : ii reagissait (Western blot) av, 
produit p17-24 etart, de mr"- 




la proteine GAG (p17-24) 

ie a la membrane cellulalre et a, la Peripherie de ces extensions tubulaires mats on n'a pas 
tures ■annulaires" opaques aux electrons, typiques de la partlcule Pr55»». Ces resultats 
suggerent qu'au molns une partle du polypeptide p16 est neeessalre pour I'assemblage correct de la partlcule. 

Le motif "Znflnger(?)" est peut-etre essential pour I'assemblage correct de molecules Pr55™ en partlcules 
bourgeonnantes. Un mutant de la cassette Ctrl (p17-p24 non myrystyie) comportant une deletion du codon 
glycine (position 2) a ete construit en echangeant le fragment EcoRV-Pstl de 669 pb de la cassette codant 
pour Pr55<w> non-myristyle (de pAcGeg 31-38) avec le long fragment EcoRV-Pstl de ± 9400 pb de pAc Cfrl. 

La proteine P 17p24 non myristyleo est efficacement produite mais ne donne pas lieu a la formation de 
protuberances membranalres. L'Immunodfeoratlon des coupes de cellules montre qu'elleest diss6mln6e a 
I'lnterleur de oelles-ci. 

Exemple 7. Construction et expression d'un gene gagpol et maturation des polypeptides prodults 

Pour exprimer les produits GAG-POL, on a Introduit la plus grande partie (± 80 Vo) du gene pol dans le 
vecteur de transfert de baculovirus portant la cassette d'expression de Pr55™» (pRtT13003). Le fragment 
d'ADN portant Is gene pol est un fragment de restriction (clone BH10) de Bglll (2093)-EcoRI (4681). Un 
fragment d'ADN synthetique (poly-stop) 

5' AAT TCC TAA CTA ACT AAG 3' 

3'GGA TTG AT TGA TTC CTA C 




>s de 41 kd (46 kd) ont ec 



(Western blot). Ceci indlque que la protease portee par la proteine de fusion GAG-POL est active et que le 
changement de phase de traduction HIV-speclfique est fonotionnel dans les cellules S.f. Les polypeptides p17 
et 24 et des intermedialres (41 kd, 46-49 kd, 55 kd) ont ete detectes. Le grand precurseur GAG-POL n'a pas 
as anticorps p55 ou p17, p24 (II est probabiement tres peu abondant). 



r 
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PrS5s'» decrltes plus haut. Des experiences de co-infection avec des virus recombinants portant 
respectivement Ibs genes gag et gag-pol n'ont pas amene la detection de particules 4 structure de noyau 
(p24) plus condenses, typlque de la particule retrovirale (de HIV) mature. 

Exemple 8. Construction et expression du gene de PrS/^gag de SIV dans les cellules S.f. 

Le gene gag du virus de I'immunite deflcltalre da singe (SIV) a ffi sous-clone de SIV„„ C -BK28 (recu de J. 
Mullins). Un fragment Kpnl de 3604 pb du genome de pBK28 (nucleotides 1212 a 4716) a ete sous-clone dans 
pUC8. Deux fragments internes du gene gag, le fragment 5' FnuDII (1201) - Pst (1959) et le fragment 3' Pstl 
(1959) -Hphl (2803) ont ete purifies et les linkers ollgonucteotldlques linker 1 
GAT CC ACC ATG GGC et linker 3 

G TGG TAC CCG 

TGCTGCACCTCAATTCTCTCTTTGGAGGAGACCAGTAGAGATCTGGTAC 
AACGACGTGGAGTTAAGAGAGAAACCTCCTCTGGTCATCTCTAGAC 
ont ete lies a des fragments gag adequats pour reconsMuer I'entlerete du gene precurseur gag. Dans une 

2 GATCC ACC ATG GCC 
G TGG TAC CGG 

a ete utilise pour Introduce une mutation dans le second codon GGC (Gly) — GCC (Ala). Les differentes 
consiructions ont ete donees dans des vecteurs et verifiees par sequencage. Le fragment 5' terminal 
(BamHI-Pstl) et le fragment 3' (Pstl-Bglll) ont ete Isoles et clones dans le vecteur de transfert de baoulovirus 
PACYMI digere avec BamHI et traite a la phosphatase atealine. Le plasmlde pAC gag Myr» contlent le gene de 
gag SIV natif et le pAC gag Myr content le gene mute (Gly - Ala) . Des cellules S.f; ont ete transferees avec 
un melange d'ADN viral de AC MNPV (1 ug) et des plasmldes de transfert recombinants respectifs (50 ug), 
essentiBllement comme decrlt dans I'Exemple 1. Les plaques recomblnantes ont ete criblees et selectlonnees 
comme decrit dan3 I'Exemple 1. 

Le polypeptide precurseur gag Pr57*>= de SIV a ete synthetise avBc succes dans des cellules d'insecte 
infectees (observe par Western blot) en utilisant de Tantlserum de lapin contra SIV (virus SIV-BK28 purlfie avec 
un gradient de metrtzamlde) ou un monoclonal dlrige contre i'extremlte COOH du polypeptide p24 de HIV, 
lequel s'avere egalement reoonnaTtre la protelne de core de SIV). 

Dans une seconde exp6rlence. II a etf demontrt que la proteins Pr 55<"° de SIV produlte dans des oellules 
S.f. Stall efflcacement myristylee, par analyse sur SDS-PAGE et par radioautographie. Par contre, dans le cas 
de la proteins mutee (glycine — alanine), aucune myristylatlon n'a pu etre detectee. 
Comme dans le oas de la proteine Proof* de HIV, on a egalement observe la formation et la liberation de 
13 le milieu conditionne lors de I'analyse des cultures InfecteBS [par ultraoentrifugation, gradient 

- " * ~ ! ■* OEM et SEM)]. On a observe des particules gag Pr57»"» de SIV similalres a 

slon de Pr55»» de HIV dans des cellules S.f. Les particules gag extraoellulaire 
s qui crolssent au niveau de la membrane cellulaire, qui s'assemblent en 




3t de SIV est que oette dernlere forme egalement des particules 
ie structure partlculalre lors de i'expression de la protelne GAG myristylee. Ceci peut §tre 
=*pji 4 uc i nue suit : le taux d'expresslon est environ 3 fols plus eleve que le taux d'expression de gag de HIV 
et il se peut que toutes les molecules Pr57»w de STV ne solent pas myristylees. On a pu deceler egalement plus 
de produits de degradation, specialement une bande protelnique p27 myristylee. 

II est possible que les structures oellulaires d'environ 40 nm de dlametre et parfols jusqu'a 1 urn de 
long - qui sont observees a un stade avance ces Infections - solent composees au moins en partie de ces 
produits de degradation de gag. Ceci pourralt ressembler a I'assemblage du noyau (?) de p24 en structures 
tubulaires observees dans de rares cas de maturation de noyau de retrovirus. On a egalement observe (C. 
"~ w ''' ~ " ~' ' "ie p24lorsque la protelne de noyau 




3 d'ADN qui code pour I'entierete de la 
et qui est depourvue dss sequences 
de manlere operatolre a un element de 

s laquelle I'element de regulation est un 



gag est la proteins precurseur gag de HIV. 

3. Molecule d'ADN recombinant de la rsvendlcallon 2 dans laquelle I'element de regulation est un 
element qui foncHonne dans des cellules de Lepidopteres. 

4. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 3 dans laquelle I'element de regulation comprend le 



5. Baculovtrus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 2, 3 ou 4. 

6. Cellule d'insecte Infectee par le Baculovirus recombinant de la revendication 5. 

7. Cellule d'insecte de la revendication 6 qui est u ne cellule de Lepidoptere. 

8. Cellule d'insecte de la revendication 6 qui est una cellule de Spodopterafru ' 

9. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle I'elen 
" ne dans des cellules de Drosophlle. 



■0. Cellule de Drosophile transformee avec la molecule d'ADN i 



1. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle la region de regulation est une 
region qulfonctlonne dans des cellules de mammifere. 

12. Virus de la vaccine recombinant comprend la molecule d'ADN recombinant de la revendication 1 1 . 

13. Cellule de mammifere comprenant la molecule d'ADN recombinant de la i 

14. Cellule de mammifere Infectee avec le virus recombinant de la vaccine de 
)U| est choisie dans le groups cc 



3n 16 dans laquelle I'elSment de regulation comprend 
le promoteur CUP1.TDH3. PGK, ADH, PH06 ou ARG3. 

18. Cellule de levure recombinanta comprenant lamolecule d'ADN recombinant da la revendication 16. 

19. Cellule de S. cerevlslae comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 17. 

20. MoleculB d'ADN recombinant pour I'expression dans des cellules de Lepidopteres et la formation 
d'une partlcule qui est immunologiquement slmilaire aux partlcules gag authentiques immatures du virus 
de I'lmmunlte deflcltalre, laquelle molecule comprend une sequence d'ADN qui code pour I'entierete ou 
une portion de la proteine precurssur gag du virus de I'lmmunlte deficitajre ou pour une proteins hybride 
ayant I'entierete ou une portion d'une proteine precurseur gag ds I'lmmunlte deficitajre, liee de manlere 
operatolre a un element de regulation qui fonctionne dans des cellules de Lepidopteres. 

21. Molecules d'ADN recombinant de la revendication 20, pour I'expression et la formation d'une 
partlcule constitute de manlere preponderante de protelnes precurseur gag de HIV, laquelle proteine 
code pour I'entierete de la proteine precurseur gag de HIV et depourvue d'autres fonctions de HIV. 

22. Molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence codant pour une proteine precurseur gag 
du virus de I'immunite deficitajre lies de maniere operatolre a une region de regulation qui fonctionne 
dans les cellules de Lepidopteres. 

23. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 22 dans laquelle la sequence qui code pour 
I'entierete de la proteine precurseur gag de HIV Bst depourvue d'autres fonctions de HIV. 

" is d'ADN recombinant de la revendication 20, 21, 22 ou 23 dans laquelle I'element de 



27. Cellule de Lepidoptere infectee avec le Baculovirus recombinant de la revendication 25. 

28. Cellule de Spodopterafruglperda infectee par le Baculovirus recombinant de la revendication 26. 

29. Proteine precurseur gag produlte par la culture de cellules de la revendication 6. 

30. Proteine precurseur gag produlte par la culture de cellules de la revendication 13 ou 18. 

31 . Proteine precurssur gag produlte par la culture de cellules de la revendication 27. 

32. Partlcule formee de proteines precurseur gag Isoleesd'un miliBU conditionne au depart d'une culture 
de cellules de la revendication 6. 

33. Partlcule formee de proteine precurseur gag produlte par ia culture de cellules de la revendication 
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recomblnantes, laquslle partlcule est Immunologlquament similaire aux partioules gag du virus di 

Hi 34 qui comprend de manlere predominate les proteine! 
par des antioorps anti-p16, antl-p24 et antl-p17 et qui es 

37. Vaccin comprenant des particules formees ds pn 

38. Methods pour reoueillir des donnees utiles dans le diagnostic de I'expositlon d'un animal k. un virus 
de l'immunite deficiralre aoqulse qui comprend la mlse en contact d'un echantillon de serum ou d'un autre 
flulde corporal de I'anlmal avec une protelne precurseur gag da la revendicatlon 29, 30, 31 oil 32. 

39. Methode pour reoueillir des donnees utiles dans le diagnostic de I'exposltion d'un animal a un virus 
de I'immunite deficitaire acquise qui comprend la mise en contact d'un Schantlllon de serum ou d'autre 
fluids corporal ds I'animal avec la partlcule immunog^ne de la revendicatlon 34 ou 35. 

40. Protelne precurseur gag sulvant I'une quelconque des revendicatjons 29, 30, 31 et 32 pour une 

41. proteine precur; 
utilisation oomme ag 

42. Proteine precur 
utilisation dans la fabi 
par HIV. 

43. Particule immunogfi ne de la revendicatlon 34 ou 35 pour i 



i comma agent vaccinal pour 




7..CelIule d'lnsecte de la revendicatlon 6 qui es 
46 8. Cellule d'lnsecte de la revendicatlon 6 qui est une cellule da Spodoptera fruglperda, 

9. Molecule d'ADN recombinant de la revendicatlon 2 dans laqualle I'element de regulation est un 
element qui fonctlonne dans des cellules de Drosophile. 

10. Cellule de Drosophile transformee avec la molecule d'ADN recombinant de la revendication 9. 

11. Molecule d'ADN recombinant de la revendicatlon 2 dans laquelle la region de regulation est une 
50 region qui fonctlonne dans des cellules de mammlfere. 

12. Virus de la vaccine recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendicatlon 11. 

13. Cellule de mammlfere comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendicatlon 11. 

14. Cellule de mammlfere infectee avec Is virus recombinant de la vaccine de la revendication 12. 

15. Cellule de mammlfere de la revendication 13 qui est cholsle dans le groupe comprenant les cellules . 
SB CHO, les cellules COS-7, les cellules NIH-3T3, les cellules CV1 , les cellules de myeloma de la souris et du 

rat, les cellules HAK, les cellules Vera, les cellules Hela, les cellules WI38, les cellules PRC-S et les cellules 
de hematosarcome du poulet. 

16. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle la region de regulation est une 
region qui fonctionne dans une levure. 

" ""' """*' — 'ins laquelle I'element deregulation comprend 

! d'ADN recombinant de la revendication 16. 

1 9. Cellule de S. cerevislae comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 17. 

20. Molecule d'ADN recombinant pour I'expression dans des cellules de Lepidopteres et la formation 
d'une partlcule qui es" 
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de I'lmmunite deficitaire, laquelie molecule oomprend une sequence d'ADN qui code pour I'entierete ou 
una portion de la proteine precurseur gag du virus de I'lmmunlte deficitaire ou pour une proteins, hybride 
ayant I'entierete ou une portion d'une proteine precurseur gag de I'lmmunlte deficitalre, liee de maniere 
operatoire a un element de regulation qui fonctionne dans des cellules ds Lepldopteres. 
*" evendication20,pourl'expressionetlaformatlond'uneparticule 
s proteines precurseur gag de HIV, laquelie proteine code pour 
de HIVet depourvue d'autres tonctlons de HIV. 
irenant une sequence codant pour une proteine precurseur gag 
i maniere operatoire a unB region de regulation qui fonctionne 




le d'ADN recombinant de la revendlcatlon 22 dans laquelie la sequence qui code pour 
!te de la proteine precurseur gag de HIV est depourvue d'autres fonctlons de HIV. 
24. Molecule d'ADN recombinant de la ravendlcation 20, 21, 22 ou 23 dans laquelie I'element de 
regulation oomprend le promoteurdu gene de la polyhedrlne. 



26. Baculovlrus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la ravendicatfon 24. 

27. Cellule de Lepidoptere infectee avec le Baculovlrus recombinant de la revendlcatlon 26. 

28. Cellule de Spodopterafruglperda Infectee par le Baculovirus recombinant de la revendlcatlon 26. 

Infection par HIV qui oomprend la culture de cellules eucaryotes recomblnantes qui ont eta transformees 
avec une molecule d'ADN recombinant comprenant uns sequence d'ADN qui code pour I'entierete de la 
proteine precurseur gag de HIV et qui est depourvue des sequences flanquantes 5' et 3 1 qui se 
presentent naturellement, Hess de maniere operatoire a, un element de regulation qui fonctionne dans las 
cellules eucaryotes ; I'isotement des particules de proteine precurseur gag ainsi produites et I'association 
des particules de proteine precurseur gag Isolees a un support pharmaceutlquement acceptable. 

30. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de I'une quelconque des revendlcatlons 6, 
13ou18pourune utilisation comme agent vaccinal. 

31. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendioation 6, 13 ou 18 pour une 
comme agent vaccinal pour conferer a. des humalns une protection contre une Infection par 




ne protection contre une Infection par HIV. 

35. Particule gag immunogene comprenant une proteine precurseur gag produite par des cellules euca 
ryotes recomblnantes, laquelie particule est Immunoioglquement slmllaire aux particules gag du virus de 
I'immunlte deficitaire acquise authentiques pour une utilisation dans la fabrication d'un vacoin pour 
conferer a des humains une protection contre une infection par HIV. 

36. Precede pour preparer une molecule d'ADN recombinant pour exprimer une proteine gag du virus de 
I'lmmunlte deficitaire acquise qui comprend la ligation d'une sequence d'ADN qui code pour I'entierete de 
la proteine precurseur gag du virus de I'lmmunlte deficitaire acquise et qui est depourvue des sequences 



eucaryotes. 

37. Precede de la revendlcatlon 36 dans laque! I'element de regulation es 
proteine precurseur de HIV. 

38. Precede de la revendioation 37 dans lequel I'element de regulation es 
1 'es cellules de Lepldopteres. 
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